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Resumen 
Los hongos endófitos son un grupo polifilético de organismos que poseen la capacidad de 
colonizar tejidos vegetales sin causar síntomas aparentes de enfermedad y se ha 
demostrado que mejoran el crecimiento de las plantas sometidas a condiciones 
desfavorables ya sea por factores bióticos como abióticos. En nuestro laboratorio se aisló y 
cultivó exitosamente tres hongos endófitos provenientes de las plantas identificadas como 
Poa stuckertii y P. pratensis. Estas plantas se desarrollan espontáneamente en un relave de 
una empresa de extracción y refinamiento de minerales de Pb y Zn. Para identificar los 
hongos endófitos, estos fueron cultivados para visualizar la morfología de las hifas aéreas. 
Además, se realizaron extracciones de DNA para amplificar la región que codifica para el 
RNA ribosomal utilizando los marcadores fúngicos ITS1 e ITS4. Al secuenciar los productos 
de amplificación y realizar un dendrograma con los resultados con mayor puntaje en BLAST, 
se lograron identificar los hongos endófitos hasta el nivel de género, los cuales 
corresponden a Microdochium sp., Sarocladium sp. y Bjerkandera sp. Pensando en una 
proyección biotecnológica en el uso de estos hongos en fitorremediación bioasistida, se 
inocularon plantas de Lolium perenne y Polypogon australis, lográndose la colonización 
exitosa con el hongo Microdochium sp. en ambas plantas. La colonización se evaluó 
utilizando la amplificación los marcadores moleculares ITS y a través del cultivo de tejidos 
vegetales inoculados. 










Los mecanismos de adaptación que 
poseen las plantas para tolerar altas 
concentraciones de metales pesados son 
variados (Ovecka y Takac 2014: Rascio y 
Navari-Izzo 2011; Yadav 2010: Visioli y 
Marmiroli 2013; Krämer 2010; Hanikenne 
y Nouet 2011). Diversos trabajos se 
enfocan en desarrollar estrategias para 
encontrar vías de señalización (Mithöfer et 
al. 2004), metabolitos (Michalak 2006; 
Yadav 2010), proteínas (Sunitha et al. 
2012), microRNAs (Shriram et al. 2016: 
Gupta et al. 2014) y factores de 
transcripción asociados a la tolerancia a 
metales debido a sus potenciales usos en 
fitorremediación. 
Adicionalmente a todos los sistemas 
intrínsecos de tolerancia a metales 
pesados presentes en plantas, existen 
otros mecanismos reportados, que se 
generan por efectos de la asociación de 
plantas con hongos y/o bacterias, a 
niveles rizosféricos y endófitos (Zhang et 
al. 2008; Li et al. 2011; Ma et al. 2016; 
Miransari 2011; Hildebrandt et al. 2007; Li 
et al. 2012; Deng y Cao 2017). Los 
ejemplos de la interacción de plantas con 
hongos endófitos y cambios en la 
tolerancia a metales pesados, se han 
descrito en especies de plantas de la 
familia Poaceae.   
El término endófito incluye a todos los 
organismos que crecen dentro de los 
tejidos vegetales sin causar síntomas de 
enfermedad (Carroll 1988). Los hongos 
endófitos pueden ser mutualistas, 
saprófitos y/o patógenos latentes 
(Rodríguez et al. 2009; Carroll 1988). Se 
sabe que la diversidad de hongos 
endófitos presentes en hojas, tallos o 
raíces puede variar considerablemente, 
tanto en términos cualitativos como 
cuantitativos (Bayman et al. 1997).  
De la misma forma en que la comprensión 
del rol de las micorrizas revolucionó la 
agricultura orgánica, ofreciendo una 
alternativa natural para mejorar la 
asimilación de minerales, ayudar con el 
control biológico y aumentar la tolerancia 
a condiciones asociadas a estrés, los 
hongos endófitos pueden generar 
conocimientos que permitan una posible 
aplicabilidad tecnológica en ámbitos como 
la fitorremediación asistida. Con este 
enfoque, se han aislado hongos endófitos 
resistentes a diversos metales pesados, 
entre las especies identificadas, hay 
representantes de los géneros 
Microsphaeropsis, Mucor, Phoma, 
Alternaria, Peyronellaea, Steganosporium, 
Aspergillus, Lasiodiplodia, Neotyphodium, 
Piriformospora y Exophiala (Deng et al. 
2014; Li et al. 2011; Li et al. 2012; Monnet 
et al. 2001; Karimi et al. 2011; Zhang et al. 
2008). 
Los mecanismos por los cuales los 
hongos endófitos mejoran la tolerancia a 
metales pesados en plantas colonizadas 





complejo estudiar al sistema en conjunto, 
por lo que las primeras aproximaciones a 
respuestas están asociadas a los 
fenómenos generales de tolerancia 
observados en L. perenne, H. vulgare y Z. 
mays colonizados con hongos endófitos, 
limitándose a describir la formación de 
biomasa y acumulación de elementos en 
función de la concentración del elemento 
metálico estresante. Estos trabajos no 
entregan detalles de las moléculas 
efectoras involucradas en los cambios de 
tolerancia, ni tratan de explicar los 
mecanismos responsables. (Monnet et al. 
2001; Karimi et al. 2015; Li et al. 2011). 
Lo más cercano a un mecanismo se 
puede encontrar en los trabajos de Shen 
et al. (2015) y Zhao et al. (2015) en el que 
atribuyen gran importancia a las enzimas 
glutatión S-transferasa. Pero no es 
novedad que los sistemas antioxidantes 
juegan un rol principal en la detoxificación. 
Además, los resultados obtenidos no son 
muy distintos a los descritos en S. 
cerevisiae como hongo susceptible 
expuesto a otros metales pesados como 
As, Sb, Hg, Cr, Se, Cd y Pb. (Wysocki y 
Tamás 2010). Esto sugiere que los 
mecanismos de tolerancia a metales 
pesados entre hongos susceptibles y 
tolerantes serían similares al menos en 
términos cualitativos, por lo que la 
tolerancia de E. pisciphiala o cualquier 
otro hongo debería ser evaluada de 
términos cuantitativos, y si se espera 
comprender los mecanismos de tolerancia 
en una planta colonizada por un hongo 
endófito, se debe trabajar con el hongo 
desarrollándose en forma endófita, a 
pesar de los problemas técnicos 
asociados a trabajar con el sistema 
completo. 
Con la finalidad de contribuir en el 
desarrollo del estudio de hongos endófitos 
y su rol en posibles proyecciones 
biotecnológicas, se propone el aislamiento 
y cultivo e inoculación de plantas con 
hongos endófitos interesantes. Las 
ubicaciones más propicias para encontrar 
hongos endófitos tolerantes a metales 
pesados corresponden a sitios en los 
cuales hay altas concentraciones de 
metales pesados (Tong et al. 2017). 
Teniendo esto en consideración, en 
trabajos previos realizados en el 
laboratorio bioquímica vegetal y 
fitorremediación, en el marco del proyecto 
Fondef ID14I10151, para la purificación de 
hongos endófitos se utilizaron muestras 
vegetales provenientes de Puerto Cristal 
(ubicado en la ribera norte del Lago 
General Carrera, Región de Aysén). En el 
sitio se encontraron plantas creciendo 
espontáneamente sobre una zona de 
extracción y refinación de minerales de Pb 
y Zn. Las especies de plantas 
identificadas correspondían a dos 
miembros de la familia Poaceae, Poa 
pratensis y Poa stuckertii. A partir de estas 






Dado el origen de las muestras y los 
antecedentes mostrados, en este proyecto 
se espera aislar hongos endófitos y 
evaluar la colonización de plantas 
inoculados con estos hongos. 
Objetivos 
 
El objetivo general del presente trabajo es 
colonizar plantas de Lolium perenne y 
Polypogon australis con los hongos 
endófitos aislados de las plantas que 
colonizaron un relave de Puerto Cristal. 
Los objetivos específicos establecidos 
fueron: identificar los hongos endófitos 
aislados y colonizar plantas de P. australis 
y L. perenne con los hongos aislados. 
 
Materiales y Métodos 
 
El muestreo se realizó en enero del 2016 
en el relave abandonado de Puerto 
Cristal, en la región de Aysén, Chile 
(46°33'30"S 72°23'20"W). Se recolectó 
material vegetal de tres plantas en dos 
diferentes localizaciones, las cuales 
fueron almacenadas en bolsas a 4°C 
hasta su procesamiento.  
La esterilización de tejido se realizó como 
en Narayan et al., 2006. El tejido vegetal 
fue lavado con Tween20 0,1%, 
posteriormente se lavó con hipoclorito de 
sodio al 5% por 2 minutos, luego se 
realizó un enjuague dos veces con agua 
destilada estéril por 2 minutos. Finalmente 
se realizó un lavado con agua destilada 
estéril. El tejido fue cortado en pequeños 
trozos de 0,5 cm y éstos fueron 
sembrados en placas de medio de 
extracto de malta y levadura con agar 
suplementado con Kanamicina 50 μg/mL. 
Las placas inoculadas se incubaron a 
22°C por 4 semanas hasta observarse 
desarrollo de micelios desde el tejido 
desinfectado. Luego, parte del micelio se 
subcultivó 2 veces hasta y se realizaron 
cultivos monoconidiales. 
 
Para obtención de cultivos axénicos de los 
hongos endófitos, se realizaron cultivos 
monoconidiales, para ello se cultivaron los 
hongos en placas con medio compuesto 
por agar, extracto de malta y levadura, 
luego en condiciones de esterilidad se 
colocaron 2 mL de agua glicerada (15% 
glicerol), sobre los hongos esporulados, y 
se recolectaron las suspensiones 
obtenidas. A partir de estas suspensiones 
se realizaron diluciones seriadas y se 
plaquearon en medio nutritivo para 
obtener colonias provenientes de un 
conidio, en un periodo de 3 a 5 días 
(Seymour et al 2004). 
Una vez establecido el cultivo axénico, se 
procedió a observar algunas 
características morfológicas de las hifas 
aéreas y conidióforos generados en los 
microcultivos de los hongos endófitos. 
Para la realización de los microcultivos, se 






El análisis morfológico de los hongos se 
complementó con un análisis 
bioinformático de las secuencias 
amplificadas del espaciador interno de la 
transcripción fúngico (ITS) (Gao et al., 
2014). Los partidores utilizados fueron 
ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG), 
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) 
(Gao et al., 2014).  
La extracción de DNA de las muestras se 
realizó mediante la utilización del 
PowerSoil® DNA Isolation Kit - Mo Bio.  
El DNA obtenido se diluyó para que todas 
las muestras tengan la misma 
concentración de DNA (5ng/uL), la 
cuantificación y pureza del DNA se 
determinó utilizando la placa TAKE3 en un 
equipo Epoch™ Microplate 
Spectrophotometer. La reacción de 
amplificación del marcador ITS, se realizó 
utilizando el GoTaq® Green Master mix 
con los primers, y se enviaron dos 
muestras de cada producto a Macrogen 
para su secuenciación desde ambas 
hebras complementarias. 
La edición de las secuencias obtenidas, el 
alineamiento y la elaboración de los 
dendrogramas se realizaron con el 
software GeneiusR10, utilizando el 
algoritmo ClustalW para el alineamiento, 
en los parámetros de cálculo del software, 
se utilizaron los que estaban por defecto 
(costo para abrir gap de 15 y de extensión 
de Gap de 6,66). Luego, con los 
alineamientos se realizaron dendrogramas 
utilizando el modelo de distancia genética 
de Tamura-Nei y el método de 
construcción del árbol de Neighbor-
Joining. El número de secuencias 
utilizadas y los grupos externos se 
detallan en cada dendrograma, el 
remuestreo para cada dendrograma fue 
de 1000 bootstrap y el support threshold 
de 50%. 
La inoculación de las plantas se realizó en 
condiciones de esterilidad, embebiendo 
las semillas desinfectadas en una 
suspensión de conidios (10^2 
conidios/mL) y cultivando estas plantas en 
un sistema cerrado y estéril durante 2 
semanas. 
La evaluación de la colonización fue 
realizada por PCR y secuenciación de los 
marcadores moleculares, utilizando el 
DNA extraído de plantas inoculadas y 
desinfectadas superficialmente como se 
describió anteriormente. También se 
evaluó la colonización mediante el cultivo 
de estos tejidos. 
Resultados y Discusión  
A partir de las muestras vegetales se 
pudieron aislar tres hongos endófitos. Los 
hongos endófitos aislados de Poa 
stuckertii fueron llamados inicialmente 
T1Mn y T1Mb fueron y el hongo aislado 
de Poa pratensis se denominó T2My. Para 
la identificación de los hongos se analizó 
la morfología de las hifas aéreas en 
microcultivo. En la Figura 1 se muestran 





endófitos, también se muestran imágenes 
de las hifas aéreas obtenidas a partir de 
los hongos en microcultivo.  
Los tres hongos filamentosos poseen 
septos característicos de hongos del 
subreino Dicariomycota (marcados con 
flechas azules). Los tres hongos poseen 
estructuras de reproducción asexual, en el 
caso de T1Mb estas corresponden a 
artrosporas y en T1Mn y T2My se 
observaron conidios (destacados con 
círculos rojos). 
 
Figura 1: Morfología del cultivo de los hongos endófitos aislados en medio con agar extracto 
de malta y levadura (superior) e imágenes de sus correspondientes hifas aéreas formadas 
en microcultivo (inferior). Se destacan con flechas azules los septos, y en rojo estructuras de 
reproducción asexual, conidios (T1Mn y T2My), y artrosporas (T1Mb). 
 
Para complementar los resultados 
obtenidos del análisis morfológico y llegar 
a una asignación taxonómica más 
detallada, se procedió analizar las 
secuencias ITS de los hongos cultivados. 
El dendrograma obtenido al comparar las 
secuencias ITS de los tres hongos con 
otros 11 representantes del reino Fungi se 
muestra en la Figura 2. Los resultados 
mostrados en la Figura 2 sugieren que el 
hongo T1Mb corresponde a un hongo del 
filo Basidiomycota. Para corroborar la 
información, se realizaron Dendrogramas 
utilizando las secuencias ITS de diversos 
representantes de este filo hasta llegar las 
especies más cercana a la secuencia de 
obtenida, que corresponde a las 
provenientes de especies del género 
Bjerkandera. Al realizar el dendrograma 
correspondiente (Figura 3) se observa que 







Figura 2: Dendrograma obtenido a partir del análisis de las secuencias amplificadas del marcador 
ITS de los hongos endófitos obtenidos (en negrita) y secuencias ITS de otros 11 hongos, para el 
alineamiento se utilizó el algoritmo de ClustalW. El agrupamiento de las muestras se realizó utilizando 
el método de Neighbor-Joining con el modelo de distancia genética de Tamura-Nei (Rhizopus 
arrhisus ATCC11145 como outgroup) con un remuestreo de 1000 (bootstrap) en colores se indica la 












Figura 3: Dendrograma obtenido a partir del análisis de las secuencias amplificadas del marcador 
ITS del hongo endófito T1Mb (en negrita) y secuencias ITS de otros 9 hongos, para el alineamiento 
se utilizó el algoritmo de ClustalW. El agrupamiento de las muestras se realizó utilizando el método 
de Neighbor-Joining con el modelo de distancia genética de Tamura-Nei (Rhizopus arrhisus 
ATCC11145 como outgroup) con un remuestreo de 1000 (bootstrap). 
 
En el caso del hongo T1Mn, el 
dendrograma fue realizado de manera 
similar al anterior (Figura 4). Los 
resultados obtenidos agruparon en un 
mismo clade a la secuencia de T1Mn y la 
de Microdochium bolleyi. Al reevaluar las 
imágenes obtenidas del microcultivo de 
T1Mn se confirmó la presencia de células 
conidiogénicas características de hongos 
del género Microdochium, y el aspecto de 
la colonia es similar al reportado para las 
especies del género descritas en el 
trabajo de Hernández-Restrepo et al., 
2016, quien publicó hace un par de años 
una revisión de la filogenia de este grupo. 
Al trabajar con las secuencias ITS 





asignada en el mismo clade con las 
provenientes de especies del género 
Sarocladium (Figura 5). Al observar las 
imágenes de microcultivos de T2My, se 
observa la formación fiálides solitarias no 
ramificadas, terminadas en una 
agrupación de conidios unicelulares 
fusiformes contenidos en una estructura 
esférica mucoide.  
 
Figura 4: Dendrograma obtenido a partir del análisis de las secuencias amplificadas del marcador 
ITS del hongo endófito T1Mn (en negrita) y secuencias ITS de otros 21 hongos, para el alineamiento 
se utilizó el algoritmo de ClustalW. El agrupamiento de las muestras se realizó utilizando el método 
de Neighbor-Joining con el modelo de distancia genética de Tamura-Nei (Rhizopus arrhisus 







Figura 6: Dendrograma obtenido a partir del análisis de las secuencias amplificadas del marcador 
ITS del hongo endófito T2My (en negrita) y secuencias ITS de otros 12 hongos, para el alineamiento 
se utilizó el algoritmo de ClustalW. El agrupamiento de las muestras se realizó utilizando el método 
de Neighbor-Joining con el modelo de distancia genética de Tamura-Nei (Rhizopus arrhisus 
ATCC11145 como outgroup) con un remuestreo de 1000 (bootstrap). 
 
 
Cabe destacar que Sarocladium era 
sinónimo de Acremonium, y poseen esta 
característica estructural, pero este último 
corresponde a un grupo polifilético con 
representantes de varios órdenes distintos 
dentro del filo Ascomycota (Summerbell et 
al., 2011). Los Acremonium que 
actualmente se reconocen como 
Sarocladium, son representantes 
monofiléticos del orden Hypocreales, y 
entre estos destacan algunas especies 
dermatófitas, fitopatógenas y endófitas 
(Giraldo et al., 2015). 
Una vez identificadas las especies de 





inocular semillas desinfectadas de las 
poaceas Lolium perenne y Polypogon 
australis. Los resultados de la 
colonización tras dos semanas de cultivos 
se evaluaron a partir del análisis de las 
secuencias obtenidas de la amplificación 
de los marcadores moleculares ITS 
utilizando DNA total extraído a partir de 
plantas inoculadas. También se evaluó el 
éxito de la colonización a partir del cultivo 
de tejidos vegetales inoculados y 
posteriormente desinfectados. Parte de 
los resultados obtenidos para evaluar la 
colonización se observa en la Figura 6, en 
la que se muestra la confirmación de la 
colonización de las dos especies de 
plantas inoculadas con el hongo endófito 
Microdochium sp. La colonización por 
hongos endófitos en especies de plantas 
distintas del hospedero original ha sido 
documentada (Li et al., 2011).  
 
Figura 6: Evaluación de la colonización de L. perenne y P. australis con el hongo endófito 
Microdochium sp. Cultivadas en condiciones de esterilidad durante 0 (A, D) y 2 semanas (B, E) y 
desinfectadas superficialmente puesto sobre medio PDA. C, F) Subcultivo de los hongos que 
crecieron a partir de A y D. H, I) imágenes en microscopia óptica de B y E. G alineamiento de las 
secuencias de el marcador ITS de Microdochium bolleyi y la secuencia amplificada a partir de una 






Los resultados de la evaluación de 
colonización de las plantas se realizó 
inoculando 3 segmentos de hojas y raíces 
de 3 plantas de cada especie, y fueron  
desinfectadas superficialmente, luego se 
evaluó el crecimiento del hongo endófito 
en las plantas inoculadas y exitosamente 
colonizadas 
Los resultados mostrados en la tabla I, 
muestra que hubo una colonización 
exitosa en hojas de ambas especies de 
plantas inoculadas con al menos una 
especie fúngica, pero en el caso de los 
otros dos hongos, los resultados no 
indican una colonización exitosa en las 
condiciones y tiempos utilizados en los 









 Tabla I: evaluación de la colonización de P.australis y L.perenne con los hongos endófitos aislados 
Hongo endófito / Planta   Confirmación por cultivo 
Hojas / Raíz 
Confirmación por PCR 
Bjerkandera sp.     L. perenne 
                              P. australis 
  11.0±19.1 / 0.0±0.0 
0.0±0.0 / 0.0±0.0 
Negativa 
Negativa 
Microdochium sp. L. perenne 
                             P. australis 
  100±0.0 / 11.0±19.1 
88.7±19.6 / 0.0±0.0 
Positiva 
Positiva 
Sarocladium sp.    L. perenne 
                            P. australis 
  22.0±38.1 / 0.0±0.0 




Se identificaron los tres hongos endófitos 
aislados a partir de las muestras vegetales 
provenientes de un relave en Puerto 
Cristal. La estrategia utilizada para 
inocular plantas de la familia Poaceae 
distintas a las de donde originalmente se 
aislaron los hongos, mostró resultados 
positivos de colonización en tejido epígeo 
de ambas plantas inoculadas con uno de 
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